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ホタル生物発光に対するりポソームの増感効果と

    ATP高感度計測への応用

学位論文内容の要旨

  ホタル生物発光は化学・生物発光反応のなかで最も発光量子収率が高く、発光量はア

デノシン5’―トリリン酸(ATP)濃度に依存することから、現在、ATPの高感度計測と

して様々な分野で利用されている。食品衛生関係においては、食品の安全確保のために

細菌などによる環境汚染のモニタリングが重要になってきている。生きた細胞中には

ATPが存在することから、ATPを迅速かつ高感度に検出できるホタル生物発光法は衛生

環境の清浄度のモニタリング法として注目されている。また、生体物質を高感度に測定

するため、ATPを産出する酵素を標識体に用いる酵素免疫測定法が構築され、その検出

反応にホタル生物発光法が応用されている。より微量の菌体および生体物質を検出する

ため、また、それらのその場分析を可能とするマイクロ分析システムを構築するため、

ホタル生物発光法の検出感度をより一層向上することが重要な研究課題となっている。

  そこで本論文は、ホタル生物発光法のより一層の高感度化を目的として、検出下限付

近の低濃度領域において有効な増感剤の開発を行った。増感剤には化学発光系の増感剤

として有効であった分子集合体に着目し、界面活性剤ミセル、水溶性高分子ならびにり

ン脂質二分子膜からなるりポソームを用いて検討した。また、増感剤として最も有効で

あったカチオン性リポソームについて、増感機構を考察した。さらに、増感剤にりポソ

ームを用いて、大腸菌数の計測ならびにATP産出酵素であるアセトートキナーゼの酵素

活性の測定を行い、ホタル生物発光法の実用分析においてもりポソームが増感剤として

有効であることを検証した。

  本論文はこれらの経緯をまとめたもので、全7章から構成されている。以下に各章の

概要を示す。

第 1章は 序 論 で あ り 、 本 研究 の 背 景 と 目 的 につ い て 述 べ てい る。

第2章では、種々の分子集合体を用いて、ホタル生物発光に対して増感剤として作用
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する分子集合体を検討した。その結果、正電荷を有するジェチルアミノエチル―デキス

トランならびにりポソーム共存下で発光強度それぞれ約2倍および約4倍増大すること

を見いだした。

  第3章では、リポソームに正電荷を付与する物質として、第一級アミン、．第4級アミ

ンおよびカチオン性コレステロールを用いてりポソームを調製し、発光強度への影響を

検討した。その結果、リン脂質とカチオン性コレステロールであるジェチルアミノエチ

ル―カルバモイルコレステロール(DEAE-chol)からなるりポソームが増感剤として最

も 有 効 で あ り、 ATPの 検出 下 限 を 10倍 向 上さ せ る こ と を 見 出 した 。

  第4章では、カチオン性リポソーム共存下でのホタル生物発光の増感機構を膜表面電

位と発光化学種に着目して考察した。その結果、リポソーム膜の表面における正電荷の

割合が増大すると、ホタル生物発光の発光強度も増大することがわかった。すなわち、

正電荷のりポソーム膜表面において、負に帯電しているホタル生物発光の反応物が静電

的相互作用によって局在化し、反応速度が増大したため、発光強度が増大したものと考

えた。一方、発光スペクトルでは、長波長側の発光の割合が減少した。これは、ニ種類

ある発光化学種のうち、発光量子収率が低く、長波長側にピークを持っオキシルシフェ

リンのモノアニオン型から、発光量子収率が高く、短波長側にピークを持っオキシルシ

フェリンのジアニオン型へ平衡が移動したことが考えられ、そのために発光強度が増大

したものと考えた。

  第5章では、増感剤にDEAE－chol含有リポソームを用いて、ホタル生物発光法による

大腸菌数を計測した。最初に、溶菌剤であるトリクロロ酢酸共存下における増感効果を

検討した。その結果、溶菌剤共存下においても、酵素活性がある状態である限り、増感

効果が発揮することがわかった。次に、大腸菌数の計測を行った結果、DEAE-chol含有

リポソーム共存下において、非共存下と比べて大腸菌数の検出下限が4.5倍向上するこ

とが明らかになった。

  第6章では、DEAE-chol含有リポソームを用いて生物発光免疫測定法の高感度化を目

指し、ATP産生酵素活性の測定の高感度化を検討した。ATP産生酵素にはアセテートキ

ナーゼを使用した。最初に、ATPの最適生成条件を決定し、ウいでDEAE-chol含有リポ

ソーム共存下での増感効果を検討した。その結果、DEAE-chol含有リポソーム共存下に

おいてアセテートキナーゼの活性を約2倍高感度に測定できることがわかった。

  第7章では、本論文の総括を行っている。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ホタル生物発光に対するりポソームの増感効果と

    ATP高感度計測への応用

  ホタル生物発光は化学・生物発光反応のなかで最も発光量子収率が高く、発光量はア

デノシン5’－トリリン酸(ATP)濃度に依存することから、現在、ATPの高感度計測と

して様々な分野で利用されている。食品衛生関係においては、食品の安全確保のために

細菌などによる環境汚染のモニタリングが重要になってきている。生きた細胞中には

ATPが存在することから、ATPを迅速かつ高感度に検出できるホタル生物発光法は衛生

環境の清浄度のモニタリング法として注目されている。また、生体物質を高感度に測定

するため、ATPを産出する酵素を標識体に用いる酵素免疫測定法が構築され、その検出

反応にホタル生物発光法が応用されている。したがって、衛生環境の管理精度ならびに

臨床診断の信頼性のより一層の向上のため、また、それらのその場分析を可能とするマ

イクロ分析システムを構築するため、ホタル生物発光法の検出感度をより一層向上する

ことは重要な研究課題である。本研究の目的は、ホタル生物発光法の検出感度の向上を

目的として、ATPの検出下限付近の低濃度領域において有効な増感剤の開発を行うこと

である。また、増感剤として最も有効であるカチオン性リポソームについて、増感機構

を明らかにすることである。さらに、大腸菌数の計測ならびにATP産出酵素であるア

セトートキナーゼの酵素活性測定において、リポソームがホタル生物発光法の増感剤と

して有効であること明らかにすることも目的としている。

  本論文は7章から構成されており、第1章では本研究の背景と目的について述べられ

ている。以下に著者が見出した主要な成果を述べる。

（1）種カの分子集合体を用いて、ホタル生物発光に対し増感剤として有効な分子集合
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体の検討を行ない、正電荷を有するジェチルアミノエチルーデキストランならびにりポ

ソーム共存下で発光強度それぞれ約2倍および約4倍増大することを見いだした。

(2)リポソームに正電荷を付与する物質として、第一級アミン、第4級アミンおよびカ

チオン性コレステロールを用いてりポソ―ムを調製し、発光強度への影響を検討した。

その結果、リン脂質とカチオン性コレステロールであるジェチルアミノエチル―カルバ

モイルコレステロール(DEAE-chol)からなるりポソームが増感剤として最も有効であ

り、ATPの検出下限を10倍向上させることを見出した。

(3)カチオン性リポソーム共存下でのホタル生物発光の増感機構を膜表面電位と発光

化学種に着目して考察した。その結果、リポソーム膜の表面における正電荷の割合が増

大すると、ホタル生物発光の発光強度も増大することがわかった。すなわち、正電荷の

りポソーム膜表面において、負に帯電しているホタル生物発光の反応物が静電的相互作

用によって局在化し、反応速度が増大するため、発光強度が増大することを明らかにし

た。一方、発光スペクトルでは長波長側の発光の割合が減少した。これはニ種類ある発

光化学種のうち、発光量子収率が低く、長波長側にピークを持っオキシルシフェリンの

モノアニオン型から、発光量子収率が高く、短波長側にピークを持っオキシルシフェリ

ンのジアニオン型ヘ平衡が移動するために発光強度が増大することを明らかにした。

(4)増感剤にDEAE-chol含有リポソームを用いて、ホタル生物発光法による大腸菌数

を計測した。溶菌剤であるトリクロロ酢酸共存下における増感効果を検討した。その結

果、酵素活性がある状態である限り、増感効果が発揮することを見出した。っぎに、

DEAE―chol含有リポソーム共存下において、大腸菌数の計測を行った。その結果、非共

存下と比べて大腸菌数の検出下限が4.5倍向上することを明らかにした。

(5) DEAE-chol含有リポソームを用いて生物発光免疫測定法の高感度化を目指し、ATP

産生酵素活性の測定の高感度化を検討した。ATP産生酵素にはアセテートキナーゼを使

用した。最初に、ATPの最適生成条件を決定し、っいでDEAE-chol含有リポソーム共存

下での増感効果を検討した。その結果、DEAE-chol含有リポソーム共存下においてアセ

テー トキ ナーゼ の活 性を約 2倍高 感度 に測定できることがわかった。

  これを要するに、著者はホタル生物発光法のATPに対する検出感度をより一層向上

するため、増感剤としてりン脂質二分子膜からなるりポソームを開発し、大腸菌体数お

よびATP産生酵素の活性測定などの実用分析に応用することにより、ATPの高感度な

検出システムを開発したものであり、生物機能化学および生物計測工学の発展に貢献す

るところ大なるものがある。

  よって著者は、北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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